













(1.吉林大学畜牧兽医学院 , 长春 130062;2.中国农业科学院特产研究所 , 吉林 132109;
3.解放军军事医学科学院军事兽医研究所 , 长春 130062;4.厦门大学海洋环境学院 , 厦门
361005)
摘　要:以牛源坏死梭杆菌 FNn 株为试材 ,根据GenBank上已发表的坏死梭杆菌AF312861标准菌株的 lktA 序
列设计 1 对引物 , 利用 PCR 技术扩增出 1 131 bp 的坏死梭杆菌白细胞毒素 BSBSE 基因。将 PCR产物插入
pGEM-T Easy vector中 , 经双酶切鉴定正确后进行序列测定。分析表明该 BSBSE序列与 GenBank 上已发表的坏
死梭杆菌AF312861 标准菌株的 lktA序列的核苷酸同源性为 99%, 推导出的氨基酸序列同源性为 98%。 为研
究 BSBSE的免疫原性 , 构建了原核表达载体 pMAL-p2X-BSBSE , 用 IPTG 诱导在大肠杆菌中表达 。结果表明 ,
BSBSE基因在大肠杆菌中进行了高效特异性融合表达 ,融合蛋白分子量约为 84.5×103 , 其中 41.5×103为 BS-
BSE 基因表达的蛋白质 , 43.0×103为 MBP融合标签 ,Western-blotting检测表明该表达产物有免疫原性。
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Abstract:According to the sequence of announced lktA gene in Fusobacterium necrophorum , a pair of
primers were designed.The BSBSE gene was amplified by PCR.The product was cloned into pGEM-T
Easy vector.When nucleotide sequence and deduced amino acid sequence were compared with homologous
sequence of the FN AF312861 lktA of GenBank , the homologue of the mucleotide sequence is 99% and
the homologue of the amino acid sequence is 98%.The BSBSE fragment was inserted into expression vec-
tor pMAL-p2X and the plasmid pMAL-p2X-BSBSE were expressed in E.coli BL21 by IPTG induc-
tion.The SDS-PAGE analysis indicated theweight of the fusion protein was about 84.5.0×103 ,which in-
cluded the 41.5×103 protein expressed from BSBSE gene and 43.0×103 fusion MBP tag.The recombi-
nant BSBSE-pMAL-p2X production has Immunogenicity with western-blotting.The cloning and expression
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BSBSE gene.












坏死梭杆菌可分为 A , B ,AB ,C 型 4 个生物




菌 lktA ORF上的 5个短的重叠的多肽分别为 BS-
BSE ,SX ,GAS ,SH和 FINAL ,免疫抗原表位可能在
BSBSE和 SH2段序列上。本试验应用国内分离的
牛源坏死梭杆菌 FNn株 ,针对白细胞毒素 5个短







杆菌 C600 和 BL21感受态细胞购于大连宝生物
(TaKaRa)有限公司。兔抗牛 IgG辣根过氧化物酶
标二抗购于广东华拓生物科技有限公司 。DL2000
Marker、EXTaqTM DNA 聚合酶 、限制性内切酶
BamH Ⅰ 、Xba Ⅰ等常用试剂购于大连宝生物
(TaKaRa)有限公司 。DNA 凝胶回收试剂盒 、细菌
基因组抽提试剂盒(Wizard genomic DNA purifica-
tion kit)、pGEM-T Easy vector质粒和 T4DNA连接酶












为 25 μL:20 mmol/L 引物各 1 μL , 4dNTP 混合物
2.5 μL ,模板 2.0μL , EX Taq酶 0.3 μL , 10×buffer
2.5 μL ,无菌去离子水 15.7μL。
BSBSE 基因扩增条件:95℃预变性 5 min;
94℃变性 1 min , 58℃退火 1 min , 72℃延伸 1 min ,




的目的基因BSBSE与pGEM-T Easy vector在 4℃下
连接过夜 ,转化大肠杆菌感受态细胞C600并进行
蓝白筛选 。用 BamH Ⅰ和 Xba Ⅰ进行双酶切鉴
定。
1.2.3 　目的基因 BSBSE-T 的序列测定 　用
Sanger双脱氧链终止法[ 5] 进行序列测定 , 应用




及鉴定　目的基因片段 BSBSE BamH Ⅰ和 Xba Ⅰ
粘端与 pMAL-p2X 的 BamH Ⅰ和 Xba Ⅰ粘端在
T4DNA连接酶的作用下 ,16℃连接过夜 ,转化大肠
杆菌感受态细胞 C600 ,构建重组表达载体BSBSE-









用兔抗牛 IgG辣根过氧化物酶标二抗 ,DAB染色 ,
拍摄 NC膜照片进行免疫原性分析 。
569陈立志等:坏死梭杆菌白细胞毒素基因 BSBSE片段的克隆及原核表达
吉林农业大学学报 Journal of Jilin Agricultural University
2　结　果
2.1　BSBSE特异性基因片段的 PCR扩增
由图 1可见PCR扩增得到约1 100 bp的DNA
片段 ,与预期的 BSBSE的片段大小一致。
1.PCR空白对照 PCR negative contrast;M.DL2000 Marker;
2.BSBSE特异性片段的PCR扩增产物PCR product of BSBSE
specific gene
图 1　BSBSE PCR扩增片段电泳图
Fig.1.Electrophoresis of PCR product of BSBSE spe-
cific gene amplification
2.2　重组质粒 BSBSE-T的酶切鉴定
以 BamH Ⅰ和 Xba Ⅰ双酶切鉴定重组质粒
BSBSE-T。以 0.8%琼脂糖凝胶电泳 , 用 500 bp
Marker 做标准对照 , 可见与预期 目的基因
(1 131 bp)和载体(3 015 bp)片段大小一致。这
表明通过 PCR扩增反应所得的 BSBSE 基因序列
已插入T 载体中(图2)。
1.质粒 BSBSE-T plasmid BSBSE-T;2.重组质粒 BSBSE-T 的
双酶切产物 BSBSE-T digested with BamH Ⅰ and Xba Ⅰ ;
3.500 bp Marker
图 2　重组质粒 BSBSE-T酶切鉴定图




GenBank 上已发表的坏死梭杆菌 AF312861 标准





对质粒 BSBSE-pMAL-p2X 进行 BamH Ⅰ和
Xba Ⅰ双酶切鉴定 。用 1 kb Marker 做标准对照 ,
可见与预期目的基因(1 131 bp)和载体 pMAL-p2X
(6 721 bp)片段大小一致(图 3)。这表明 BSBSE
基因序列已插入 pMAL-p2X载体中。将该质粒命
名为 BSBSE-pMAL-p2X。
M.1 kb Marker;1.BSBSE-pMAL-p2X BamHⅠ and Xba Ⅰ 双
酶切产物 BSBSE-pMAL-p2X digestedwith BamHⅠ and Xba Ⅰ
图3　BSBSE-pMAL-p2X 质粒 BamHⅠ和 Xba Ⅰ 双
酶切鉴定
Fig.3.Analysis of plasmid BSBSE-pMAL-p2X by en-
zyme cleavge
2.5　目的蛋白 SDS-PAGE电泳
理论计算目的蛋白 BSBSE分子量约41.5 kD ,
pMAL-p2X 与目的蛋白 BSBSE 融合的 MBP 约
43 kD ,故表达的蛋白分子量约 84.5 kD。由图 4
可见 ,BSBSE-pMAL-p2X 有明显的表达 ,与预测的
蛋白分子量大小相同 ,并且大量诱导超声波裂解
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(图 5)。
1.pMAL-p2X空载体对照 pMAL-p2X induced with IPTG;2.BS-
BSE-pMAL-p2X 未诱导样 BSBSE-pMAL-p2X without IPTG in-
duction;3.BSBSE-pMAL-p2X 诱导后样 BSBSE-pMAL-p2X with
IPTG induct ion;4.大量诱导后超声裂解液 Ultrasonic degrada-
tion liquid;5.中范围蛋白Marker moleclar weighe marker;6.大




Fig.4.Analysis of the protein BSBSE of E.coli.trans-
formant by 8% SDS-PAGE
1 , 2.BSBSE-pMAL-p2X Western-blotting;3.中范围蛋白 Marker
molecular weight Marker
图 5　融合蛋白的 western-blotting结果





胞的能力强[ 6] 。坏死梭杆菌的 lkt 3个顺式基因
(lktBAC)操纵子的完整的核苷酸序列已经确定。
lktA基因开放阅读框位于该操纵子的第 2位 , lktA
基因编码分子量为335 956的蛋白 ,比任何已知的
细菌外毒素都大 ,缺少半胱氨酸的残基 ,且其不与
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